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1. 要約 
 近年，乳癌治療においては「個別化医療」が提唱されており，個々の乳癌患者
の生物学的特徴を理解することが重要となってきている．その為には個々のタンパク
の機能解析だけではなく，タンパク質間相互作用も含めた乳癌の生物学的特徴の解明
が必要である．そこで本研究では carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 
(CEACAM) 6 に着目し，以下の 2 点を解明することを目的とした．すなわち① 
CEACAM6 および CEACAM8 が相互作用することで，乳癌細胞にどのような影響を
与えているのか？ ② HER2 (Human epidermal growth factor receptor 2) 陽性乳癌にお
けるCEACAM6およびHER2との相互作用がHER2阻害剤トラスツズマブの奏功性に
何らかの影響を及ぼしているのか？という 2点である．①に関しては両タンパクの安
定発現細胞株の樹立とこれら細胞を用いた機能解析，およびヒト乳癌組織を対象とし
た臨床病理学的因子との関係の検討を行った．その結果，CEACAM6単独陽性細胞で
は増殖能および浸潤能が高く，骨転移との関連も示唆された．一方で CEACAM6 は
CEACAM8と相互作用をすることで乳癌細胞の増殖を阻害し，癌の悪性度を低下させ
ることを示唆する結果も得られ，これら CEACAMタンパク間の相互作用をその生物
学的意義も含めて初めて示す事が出来た．②に関しては CEACAM6と HER2のタンパ
ク質間相互作用とトラスツズマブ治療効果との関係を乳癌培養細胞およびヒト乳癌
組織を用いて検討した．その結果，乳癌培養細胞株において CEACAM6ノックダウン
により細胞傷害活性および抗体依存性細胞傷害活性を指標としたトラスツズマブの
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効果は抑制された．さらに，CEACAM6 は細胞膜で HER2 と相互作用を行い，HER2
のインターナリゼーションを抑制する事も初めて示す事が出来た．以上より今回初め
て認められたCEACAM6によるHER2のインターナリゼーションの抑制がトラスツズ
マブの奏功性に関与している可能性が示された．ヒト乳癌組織を対象とした検索にお
いてもCEACAM6とHER2のタンパク質間相互作用はトラスツズマブの治療効果と有
意な正の相関関係を示した．癌細胞におけるこれらタンパク質間相互作用を評価する
ことで乳癌患者のトラスツズマブ奏功性を予測できる可能性が示唆された．本研究で
は，乳癌細胞において CEACAM6および HER2のタンパク質間相互作用を初めて明示
し，更にこの相互作用がトラスツズマブ奏功性に関与しているという極めて斬新な結
果を示した．合わせて本研究の結果，臨床検体でのタンパク質間相互作用解析の有用
性が示唆された． 
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2. 研究背景 
現在，本邦における粗死亡率で悪性腫瘍は第一位となっている 1)．乳癌は邦人女
性の代表的な悪性腫瘍であり，その罹患率および死亡率は増加している 2)．乳癌の
治療においては個々の乳癌の増殖様式に応じた『個別化医療』が提唱されており，
乳癌の生物学的特徴を理解することは重要である．その為には遺伝子の発現解析や
タンパクの機能解析が必須となるが，多くのタンパクは単独では機能せず他のタン
パクとの相互作用により種々の機能を生じる．したがってタンパク質間相互作用と
乳癌の生物学的特徴との関係を解明することで，単独の機能解明よりも実際の機能
に近い結果を得ることが期待される． 
本研究では癌胎児性抗原である CEA (carcinoembryonic antigen) の familyである
carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule (CEACAM) 6に着目した．CEA 
familyは CEACAM1～21まで欠番を除いて 12種類存在し細胞接着や細胞外および
細胞内へのシグナル伝達，癌の進行，炎症，血管新生，転移などに関与することが
報告されてきた 3, 4)．CEACAM6は CEA familyの中でも様々な癌でその発現が報告
されているが，生物学的意義は十分に解明されていない．しかし近年，結晶構造解
析から CEACAM6と CEACAM8がヘテロダイマーを形成することが報告されたた
め，CEACAM6 の機能の解明には CEACAM8 を始めとする他のタンパクへの結合
タンパクとしての作用に意義があるとして注目されている 5)．CEACAM6は正常の
肺や脾，乳腺，大腸などの様々な組織での発現が報告されており，この広範な発現
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分布様式から主には接着因子として機能すると考えられている 4)．また，CEACAM6
は胃癌において高発現し，遊走，浸潤，転移を促進する 6)という報告や腫瘍形成お
よび悪性化に関与するという報告 7)，血管新生に関与するという研究報告 8) があり
治療標的因子として考えられている．膵癌においても Aktを活性化するとして治療
標的となる可能性が示唆されている 9-12)．しかし一方，前立腺癌では正常組織と癌
組織での発現に差はないと報告されている 13)．そして乳腺では正常と比較して癌
で発現が高いと報告されており 13)，in vitroの検討においてエストロゲン枯渇乳癌
で遊走および浸潤を促進することが報告 14) されている．また，乳癌培養細胞株
MCF-7およびSK-BR-3においては，CEACAM6が発現することが報告されており，
さらに，CEACAM6 をノックダウンすることで増殖が促進されたという報告 15) が
あるものの，乳癌組織における CEACAM6 の発現と臨床病理学的因子との関係は
十分に検討されていない．一方，CEACAM8は好中球に発現するとされており，特
に活性化した好中球で発現すると報告されている 16, 17)．また，腎細胞癌 18)，肝細
胞癌 19)，非小細胞肺癌 20)，大腸癌 21)，子宮頸癌 22) では腫瘍内 CEACAM8 陽性好
中球の発現が高いほど，その臨床予後が悪くなると報告されている．しかし癌細胞
での発現については癌種を問わず今まで報告されていない．CEACAM6 および
CEACAM8の共発現に関しては急性リンパ性白血病 23) および原発性骨髄線維症 24) 
において両者が高発現するという報告があり，さらに CEACAM6は CEACAM8と
結合することでインテグリンを活性化し，好中球と血管内皮細胞の接着を促進する
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ことで炎症に関与することが知られている 25) (図 1A) が，いずれも好中球に関して
の報告であり，癌細胞での相互作用を検討した報告はない．以上より，過去の
CEACAM6 単独での検討では，その機能は十分に解明されていないと考えられ，
CEACAM8 とともに検討することで乳癌における新しい生物学的意義が明らかに
なると考えられる． 
一方，CEACAM6 の結合タンパクとしての作用は細胞膜上の受容体への関与も
示唆されている．乳癌はエストロゲン受容体 (ER: Estrogen receptor)，プロゲステロ
ン受容体 (PgR: Progesterone receptor)，ヒト上皮成長因子受容体タイプ 2 (HER2: 
Human epidermal growth factor receptor 2) の発現に応じて 3つのサブタイプに大別
され，治療が行われる 26)．この中でも HER2は neuとも呼ばれ，ヒト上皮成長因子
受容体 EGFR family に属し，リガンドの結合や受容体自体の過剰発現によりキナ
ーゼドメインのリン酸化が生じ，下流のシグナルを活性化することはよく知られて
きた 27, 28)．HER2陽性乳癌は乳癌患者の 10～34%に存在し 29)，HER2により PI3K 
(Phosphoinositide 3-kinase)/Akt経路やMAPK (Mitogen-activated protein kinase) 経路
を介して増殖が促進される 30, 31)．HER2陽性乳癌の治療には HER2の分子標的薬で
あるトラスツズマブが用いられている．トラスツズマブは HER2の細胞外ドメイン
であるドメイン IVに結合し，抗体依存性細胞傷害の誘導，PI3K経路の阻害，血管
新生の阻害，G1 期の停止などの機能を持つと報告されているが，詳細な機能は十
分に解明されていない 32, 33)．特に HER2 シグナル伝達経路の抑制および抗体依存
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性細胞傷害活性が主な機能としてあげられている (図 1B)．トラスツズマブの単剤
での効果は H0650g および WO16229 等の臨床試験で報告されており，化学療法と
の併用においては H0648 試験等の報告があり，いずれの試験においてもその有用
性は確認されているが一方で，単剤での効果は必ずしも高くはない．そのため，
HER2 陽性の転移再発乳癌の治療にはトラスツズマブと化学療法の併用療法が
first-lineとして行われている 34-37)．したがって，治療前にトラスツズマブの奏功性
を評価することは重要である．CEACAM6は HER2陽性乳癌で高発現するとリンパ
節転移の指標である pN0あるいは pN1と比較して pN2以上の患者で有意に全生存
率が悪くなると報告されており 38)，HER2陽性乳癌においても癌の悪性度に関与し
ていることが示唆されるが，詳細な機能は解明されていない．その為，HER2陽性
乳癌における CEACAM6 の発現をトラスツズマブ奏功性との関係も含めて検討す
る必要がある． 
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3. 研究目的 
本研究では，乳癌における CEACAM6の発現を中心に CEACAM8および HER2そ
れぞれのタンパクとの相互作用を含めた解析をすることにより，これらの相互作用が
乳癌の生物学的特徴に及ぼす影響とその臨床的重要性を明らかにすることを目的と
した．具体的な検討内容は下記の通りである． 
1. CEACAM6 および CEACAM8 の相互作用が乳癌の生物学的特徴にどのような影響
を与えているのか？  
2. HER2および CEACAM6は細胞膜に共局在するため，何らかの相互作用をしている
可能性を含め，HER2陽性乳癌におけるCEACAM6およびHER2の相互作用がHER2
阻害剤トラスツズマブの奏功性にどのように関与しているのか？ 
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4. 研究方法 
4. 1. 細胞培養 
4. 1. 1. ヒト培養細胞 
本研究で用いた培養細胞は表 1に示した． 
4. 1. 2. 細胞培養方法 
MCF-7，BT-474，SK-BR-3 は RPMI-1640 培地 (Sigma-Aldrich，St Louis，MO，
USA) にウシ胎児血清 (FBS: Fetal bovine serum; Biosera，Nuaille，France) を 10%の
割合で添加し，5% CO2 存在下 37°C 湿潤インキュベーターで培養した．
MDA-MB-453およびMDA-MB-361は Leibovitz’s L-15培地 (Gibco，Grand Island，
NY，USA) にそれぞれ FBS 10%および 20%の割合で添加し，CO2非存在下 37°C湿
潤インキュベーターで培養した．HCC-1419 は Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
(Gibco) に FBS 10%の割合で添加し，5%CO2存在下 37°C湿潤インキュベーターで
培養した．HUEhT-1はMCDB131培地 (Gibco) に FBS 10%，Endothelial cell growth 
supplement (Sigma-Aldrich) 0.03 g/L，Heparin sodium salt (Sigma-Aldrich) 5 μg/mL，
L-glutamine (和光純薬工業，大阪) 10 mMの割合で添加し，5%CO2存在下 37°C湿潤
インキュベーターで培養した．また，全ての培地にペニシリン/ストレプトマイシ
ン (Invitrogen，Carlsbad，CA，USA) を 100 μg/mL 添加した． 
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4. 2. 定量的リアルタイム PCR (qRT-PCR: Quantitative real-time polymerase chain 
reaction) 
4. 2. 1. RNA (ribonucleic acid) の抽出 
6-well プレートに播種した培養細胞に Tri reagent (Molecular Reserch Center，
Cincinnati，OH，USA) を 500 μL加え，ピペッティング後 1.7 mLチューブに移し
た．その後，フェノールクロロホルム法およびエタノール沈殿法にて total RNAを
抽出した．サンプルの RNA濃度は NanoDrop One (Thermo Scientific，Waltham，MA，
USA) を用いて測定した． 
4. 2. 2. 逆転写反応 
QuantiTect Reverse Transcription Kit (QIAGEN，Hilden，Germany) を用いて逆転写
反応を行った．qDNA Wipeout Bufferを 2 μLと 1 μgのサンプルを 0.2 mLチューブ
に入れ，全量が 14 μLになるように RNase-free waterを加えてサーマルサイクラー 
(Bioer Technology，Hongzhou，China) で 42°C，2分間インキュベートした．その後，
4°Cまで冷却し，逆転写反応液 (1サンプル分 6 μlL/Reverse Transcriptase 1 μL，RT 
Buffer 5x 4 μL，RT Primer Mix 1 μL) を加え，42°C，15分間，95°C，3分間インキ
ュベートして cDNA (complementary deoxyribonucleic acid) を作製した． 
4. 2. 3. 定量的リアルタイム PCR 
FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche Diagnostics，Rotkreuz，Suisse) を用い
て定量的リアルタイム PCR を行った．PCR 反応溶液 (1 サンプル分 20 μL/PCR 
10 
grade H2O 13.4 μL，25 mM MgCl2 1.6 μL，10 μL Primer mix 2 μL，10x LC-Fast Start 
DNA Master SYBR Green I 2 μL，cDNA sample 1 μL) をキャピラリーに入れ，ライト
サイクラー (Roche Diagnostics) を用いて 95°C，10分間の反応の後，それぞれのプ
ライマーを表 2の条件で反応させた．各 PCR産物は 2%アガロースゲルで電気泳動
を行い，エチジウムブロマイドで染色し，目的遺伝子のみが増幅されていることを
確認した．陽性対照には BT-474を用い，陰性対照には PCR grade H2Oを用いた．
内因性コントロールには Ribosomal protein L 13a (RPL13A) を用いた． 
 
4. 3. ウエスタンブロッティング 
4. 3. 1. タンパクの抽出 
60 mm ディッシュに播種した細胞に PBSを 1 mL 加え，セルスクレイパーで細
胞を掻爬して回収し，1.7 mLチューブに移した．4°C，3000 rpm，5分間遠心後上
清を除去し，M-PER Mammalian Protein Extraction Reagent (Thermo Scientific) と Halt 
Protease Inhibitor Cocktail (Thermo Scientific) を混合した抽出液を加えた．ピペッテ
ィング後，氷上で 10分間静置し，その後 4°C，13000 rpm，5分間遠心し，上清を
サンプルとして用いた． 
 4. 3. 2. ウエスタンブロッティング 
タンパク濃度は Protein assay rapid kit (和光純薬工業) を使用し，iMark Microplate 
Reader (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) を用いて 595 nmで測定した．各サンプルは
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M-PERで濃度を一定に調整して，等量の Sample Buffer Solution (2ME-) (和光純薬工
業) と 2-Mercaptoethanol (和光純薬工業) の混合液を加え 10分間熱湯で反応させ，
SDS-PAGEに用いた．泳動後ゲルを切り取り，Immobilon-P PVDFメンブレンにト
ランスファーした．メンブレンは 4%の Skim Milkで 1時間ブロッキングを行い，
一次抗体を加えて 4°Cで一晩反応させた．その後，ペルオキシダーゼ標識された二
次抗体を加え，室温で 1時間反応させ ECL Prime Western blotting detection reagents 
(GE Healthcare，Chalfont St Giles，UK) を加え，ChemiDoc XRS+ System (Bio-Rad) に
よりターゲットのバンドを検出した．なお，それぞれの反応間において界面活性剤
を含んだトリス緩衝生理食塩水による洗浄を行った．用いた抗体の詳細は表 3に示
した． 
 
 4. 4. RNA干渉 
Small interference RNA (siRNA) を用いて目的の遺伝子をノックダウンした培養
細胞を実験に用いた．培養細胞への siRNAの導入には Lipofectamine RNAiMAXを
用い，プロトコールに従って使用した (Invitrogen)．用いた siRNAの詳細は表 4に
示した．前日に 1 x 105/mLの割合で播種しておいた細胞に siRNAを最終希釈倍率
が 5 nM となるように添加した．ノックダウン効率は実験に使用する細胞で確認を
行った． 
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 4. 5. 細胞増殖実験 
細胞増殖実験には，足場依存的に増殖する培養細胞の生細胞数の測定で一般的
に用いられているWST-8アッセイ（ミトコンドリアの脱水素酵素の反応を評価）と，
足場非依存性の増殖能を評価可能なスフェロイドアッセイを用いた．スフェロイドア
ッセイでは増殖能に加え，細胞間接着も影響している． 
 4. 5. 1. WST-8アッセイ 
生 細 胞 の 測 定 は WST-8 
[2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, 
monosodium salt] 法 (Cell Counting Kit-8; 同仁化学研究所, 熊本) にて行った．
siRNA導入から 48時間後に 96-wellプレートに細胞を播種し，経時的に 450 nm の
吸光度を測定した． 
 4. 5. 2. スフェロイドアッセイ 
低接着性の24-wellプレート (EZ-BindShutII; AGC TECHNO GLASS CO，東京) に
5 x 103/mLの割合で細胞を播種し，24，48，72時間後に任意の 5視野を選択し，80 
μm 以上の大きさのスフェロイドの数を計測した 15)． 
 
 4. 6. 細胞遊走実験 
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細胞遊走実験には，接着面で細胞が遊走した距離を評価する創傷治癒アッセイ
とメンブレン下面に存在する走化生因子に誘引された細胞を計測するトランスウェ
ルアッセイを用いた． 
4. 6. 1. 創傷治癒アッセイ 
24-wellプレートにインサート (Culture-Insert; ibidi，Munich，Germany) を置き，
そこに siRNAを導入した細胞を 5 x 105/mLの割合で播種し，細胞がインサート内
でコンフルエントになったところでインサートを除去し，20 時間後に間隙の長さ
を測定した． 
 4. 6. 2. Transwellアッセイ 
血清を除去した培地に細胞を希釈し，孔径 8 μm の Transwell チャンバー (Cell 
Culture Inserts; BD，Franklin Lakes，NJ，USA) に 1 x 105/mLの割合で細胞を播種し，
チャンバーを活性炭処理した血清が含まれる培地で満たした 24-wellプレートの上
に載せた．24時間後に，活性炭処理済み血清側に遊走した細胞の数を測定した． 
 
 4. 7. ヒト乳癌組織を用いたタンパク発現解析 
 4. 7. 1. 乳癌症例 
 「CEACAM6 および CEACAM8 の相互作用の検討」においては東北大学病院
で外科的に切除された乳癌組織 109 例を解析に用いた (年齢 27-87 歳，中央値 56
歳)．「CEACAM6および HER2の相互作用の検討」においては東北大学病院で外科
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的に切除された乳癌組織 36 例と東北大学病院および東北公済病院で術前生検によ
り採取された乳癌組織 38例を用いた．臨床背景に関してはそれぞれ表 5および表
6に記載した．生検組織はその後，術前治療として FEC (フルオロウラシル+エピル
ビシン+シクロフォスファミド) 療法後にドセタキセルとトラスツズマブの併用療
法が行われており，組織学的に治療効果判定が明らかになっているものを用いた 39)．
いずれも 10%中性緩衝ホルマリン液で固定，パラフィン包埋された組織を 3 μmに
薄切し使用した．本研究は東北公済病院倫理委員会 (No. 2014-1-204) および東北大
学医学部医学系研究科倫理委員会 (No. 2017-1-324) の承認を得て実施した． 
4. 7. 2. 免疫組織化学 
Histofine SAB-PO kit (ニチレイバイオサイエンス，東京) を使用し，ストレプト
アビジンビオチン法にて免疫組織化学を行った．切片は脱パラフィンを行った後に，
抗原賦活処理を行い，二次抗体の動物種と同様の動物血清にて室温 30 分間のブロ
ッキングを行った．その後，ブロッキング液を除去し，一次抗体を加えて 4°C，一
晩反応させた．翌日，3%過酸化水素加メタノール溶液で室温 10分間，二次抗体で
室温 30分間，ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジンで室温 30分間のインキュ
ベートを行った．それぞれの反応間で 0.01 M リン酸緩衝生理食塩水による洗浄を
行った．陽性像は 3, 3’-diaminobenzidineにて検出し，対比染色にはヘマトキシリン
液を用いた．用いた抗体の詳細は表 3に示した．CEACAM8は癌細胞の 20%以上に
染色性が認められたものを陽性と判定した．CEACAM6は細胞質および細胞膜の染
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色強度に従って，陰性 (0)，弱陽性 (1)，中等度陽性 (2)，強陽性 (3) に分類し，
評価した．同一乳癌組織中の好中球をインターナルコントロールとして評価し，同
程度の染色性が得られた場合を中等度陽性 (スコア 2) の指標とした．HER2 の陽
性は HER2検査の判定基準に従って，強い完全な細胞膜の陽性染色がある癌細胞が
30%以上存在するものを陽性とした 40)． 
 
4. 8. 安定発現細胞株の作製 
ネオマイシン耐性遺伝子を持つ pcDNA3.1 ベクターに CEACAM8 遺伝子を挿入
したプラスミドを作製し，Lipofectamine3000 (Invitrogen) を用いてMCF-7に導入し
た後に，G-418 (Promega，Madison，WI，USA) でセレクションを行った．コント
ロール細胞には pcDNA3.1ベクターのみをトランスフェクションした．本研究は遺
伝子実験センターの承認を得て実施した (2016災組換-006)． 
 
4. 9. リアルタイム細胞アナライザーを用いた検討 
解析には xCELLigence RTCA DP System (ACEA Biosciences，San Diego，CA，USA) 
を用いた．xCELLigence RTCA DP Systemはプレートの各ウェルに存在する微小電
極アレイに細胞が存在することで，インピーダンスの変化が生じるため，細胞の変
化を捉えることができる．インピーダンスの値は Cell indexというパラメーターに
変換されるため，その値を解析に用いた．増殖能は専用のプレートに播種すること
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でその後は経時的に細胞増殖を測定した．浸潤能は HUEhT-1 細胞を専用のプレー
トに播種し，単層を作製した後に乳癌細胞を添加し，乳癌細胞が血管内皮細胞間の
結合を阻害する様子を観察した． 
 
4. 10. 内皮細胞接着実験 
血管内皮細胞に対して癌細胞が浸潤する像を観察することを目的に，免疫細胞
化学での解析を行った．先行研究では細胞播種から 24 時間後に免疫細胞化学が実
施されていたため，24 時間を長時間と設定した 41)．さらに，浸潤後の増殖能の影
響を排除するため，短時間での評価を実施した． 
 4. 10. 1. 短時間での検討 
短時間での接着能の検討には CytoSelect Tumor-Endothelium Adhesion Assay (Cell 
Biolabs，San Diego，CA，USA) をプロトコールに従って使用した．まず HUEhT-1
細胞を 96-well プレートに播種し，単層を作製した．乳癌細胞を蛍光色素 
(CytoTracker) で標識した後，HUEhT-1に添加し，37°C 90分間インキュベートし，
洗浄後 Lysis bufferを用いて細胞を溶解させて蛍光強度 (Ex/Em: 485 nm/538 nm) を
測定した． 
4. 10. 2. 長時間での検討 
長時間での接着能の測定には免疫細胞化学を用いた．まず HUEhT-1細胞をチャ
ンバースライドに播種し，単層を作製した．その上に乳癌細胞を添加し，24 時間
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後に 10%中性緩衝ホルマリン液で固定し 0.1%Triton-X-100 (Sigma-Aldrich) により
膜透過処理を施した．処理後，10%ヤギ正常血清で非特異反応のブロッキング液を
行った後に，一次抗体で 4°C一晩反応させた．翌日高分子ポリマー試薬 (EnVision+ 
Dual Link，Single Reagents; Dako，Carpenteria，CA，USA) を添加し室温 1時間イ
ンキュベーションした．陽性像は 3, 3’-diaminobenzidineにて検出し，対比染色はヘ
マトキシリン液で行った．用いた抗体の詳細は表 3に示した．Lumina Vision (三谷
商事株式会社，福井) を用いて陽性部分の面積を算出し，解析に用いた． 
 
4. 11. 薬剤感受性実験 
生細胞の測定は WST-8 法にて行った．96-well プレートに細胞を播種し，24 時
間後にトラスツズマブ (中外製薬株式会社，東京) を添加し，3 日後および 5 日後
で 450 nm の吸光度を測定した． 
 
4. 12. In vitro ADCC (Antibody-Dependent-Cellular-Cytotoxicity: 抗体依存性細胞傷害) 
アッセイ 
アッセイには 1%FBS 加 RPMI-1640 培地を用いた．エフェクター細胞として用
いた NK細胞 (Biotherapy Institute of Japan; BIJ，東京) 42)は N201培地 (BIJ) に非働
化した FBSを 10%の割合で添加し，5% CO2存在下 37°C湿潤インキュベーターで
培養した．ターゲット細胞 (BT-474，HCC-1419) は 6-well プレートに 1 x 105/mL
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の割合で播種し，24 時間後に siRNA をトランスフェクションした．48 時間後に
96-wellプレートに 1 x 105/mLの割合で再度細胞を播種し，24時間後に ADCCアッ
セイを行った．NK細胞添加 30分前にトラスツズマブを添加し，NK細胞はエフェ
クター細胞とターゲット細胞が 8対 1の割合となるように添加した．37°C 4時間イ
ンキュベートした後，Cytotoxicity LDH Assay Kit-WST (同仁化学研究所) を用いて
490 nm の吸光度を測定し，プロトコールに従って抗体依存性細胞傷害活性を算出
した． 
 
4. 13. インターナリゼーションアッセイ  
siRNAにて CEACAM6をノックダウンした 72時間後の BT-474をアッセイに用
いた．まず 6-well プレートに 1 x 105/mLの割合で細胞を播種し，24時間後に siRNA
をトランスフェクションした．その 48時間後にチャンバースライドに 1 x 105/mL
の割合で細胞を再度播種し，24 時間後に 10 μg/mL のトラスツズマブを添加して
37°C で 5 時間反応させた．コントロールには溶媒対照として生理食塩水を添加し
た．その後，細胞を 4%Paraformaldehyde (PFA)下で 37°C 10 分間固定し，
0.1%Triton-X-100により膜透過処理を施した．処理後，一次抗体で 4°C一晩反応さ
せ，翌日，蛍光標識された二次抗体 (Alexa Fluor 488 anti-rabbit; Invitrogen) にて室
温遮光下で 1時間インキュベートした後，DAPI (4’, 6-diamidino-2-phenylindole) 入
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り封入剤で封入した．陽性像の検出には共焦点レーザー顕微鏡 (ニコン，東京) を
用いた． 
 
4. 14. タンパク質間相互作用の解析 
4. 14. 1. 近接ライゲーションアッセイ (PLA: Proximity Ligation Assay) 
Duolink In Situ PLA kit (Olink Bioscience，Uppsala，Sweden) を使用し，プロトコ
ールに従ってタンパク質間相互作用を検出した．培養細胞は 4%PFA で 37°C10分
間固定した．パラフィン切片はオートクレーブによる抗原賦活処理を行い，それぞ
れのサンプルを 0.01 M リン酸緩衝生理食塩水で洗浄後，ブロッキング試薬により
37°Cで 30分間反応させた後に，タンパク質間相互作用を検出する 2種類の抗原に
対する一次抗体を用いて 4°Cで一晩反応させた．翌日，Duolink In Situ PLA probe 
MINUS および PLUS (オリゴヌクレオチドを連結した二次抗体) 溶液を添加し，
37°Cで 1時間インキュベートし，2種類のオリゴを含有する Ligation solutionとリ
ガーゼを加えて 37°Cで 30分間反応させた．その後，Texas redによる検出では，
Amplification solutionとポリメラーゼを加え 37°Cで 100分間反応させ，DAPIによ
る核染を行い，蛍光顕微鏡 (オリンパス，東京) にて red (Ex/Em: 594/624 nm)，blue 
(Ex/Em: 345/455 nm) のそれぞれの波長で陽性画像を検出した．NovaRedによる検
出ではAmplification solutionとポリメラーゼを加え 37°Cで 2時間反応させた後に，
Detection solutionを添加し室温で 1時間，NovaRedを含む Substrate solutionで室温
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10 分間反応させ，ヘマトキシリンによる核染色を行った．陽性であるタンパク質
間相互作用はドットとして検出された．用いた抗体の詳細は表 3に示した．評価は
癌細胞の細胞質にドットが検出された細胞が 10%以上存在すれば陽性，それ以下の
場合は陰性と判定した． 
4. 14. 2. 免疫沈降反応 
Dynabeads Protein G Immunoprecipitation Kit (Life Technologies，Carlsbad，CA，USA) 
を使用し，HER2 と CEACAM6 のタンパク質間相互作用を検出した．まず，
Dynabeads-Protein Gに HER2抗体を結合させるため室温回転下で 10分間反応させ
た．次に培養細胞から抽出したタンパクを Dynabeads-HER2抗体複合体と反応させ
るため，室温回転下で 30分間インキュベートした．その後，Dynabeads-HER2抗体
-HER2 抗原複合体を elution buffer により 70°C で 10 分間振とう下で反応させ，
SDS-PAGEを行い，CEACAM6抗体と反応させることでタンパク質間相互作用を示
すタンパクバンドの検出を行った． 
 
4. 15. 統計解析 
統計解析には JMP13 (SAS Institute Japan，東京) を用いた．分割表の解析にはカ
イ二乗検定と Dunnettの検定を用いた． p < 0.05の時有意差ありとした． 
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5. 研究結果 
5. 1. CEACAM6の乳癌細胞における機能 
乳癌培養細胞株 MCF-7を用いて 2種類の siRNAにて CEACAM6 をノックダウ
ンし，増殖能および浸潤能への影響を検討した．24時間の siRNA導入により 90.9
～64.5%，6 日間の導入により 85.7～71.1%の CEACAM6 のタンパクレベルでのノ
ックダウンがそれぞれ確認された (図 2)．これらの細胞を用いて，MCF-7の増殖能
に及ぼす影響を一般的に増殖能の評価をする方法として用いられる WST-8 アッセ
イおよび足場非依存性の細胞増殖能を評価するスフェロイドアッセイにて確認し
た．WST-8アッセイでは CEACAM6ノックダウンによる増殖抑制が 48時間後およ
び 72 時間後で認められたが，スフェロイドアッセイでは 48 時間後における si6-1
でのみ促進が認められた (図 3)．同様に，siRNAを用いて平面での遊走能を評価す
る創傷治癒アッセイおよび血清に存在する因子により誘引される遊走能を評価す
る transwell アッセイにて遊走能への影響も検討した．どちらの解析においても
CEACAM6ノックダウンにより遊走能の低下が認められた (図 4)．一方，CytoSelect 
Tumor-Endothelium Adhesion Asssayを用いた血管内皮細胞へのMCF-7の接着能を検
討した解析では，CEACAM6ノックダウンにより接着能が低下した (図 5)． 
  
5. 2. CEACAM6および CEACAM8のタンパク質間相互作用の検討 
22 
5. 2. 1. ヒト乳癌組織における免疫組織化学 
ヒト乳癌組織を用いて CEACAM6 および CEACAM8 の免疫組織化学を行った 
(図 6A)．両タンパクは好中球に発現するため同一乳癌組織中の好中球をインター
ナルコントロールとして評価し，CEACAM6に関しては同程度の染色性が得られた
場合を，中等度陽性 (スコア 2) の指標とした (図 6B)．乳癌細胞では CEACAM6
は細胞膜と細胞質に，CEACAM8 は細胞膜に優位に陽性像が認められた (図 6A)．
CEACAM6の発現を，0および 1を陰性，2および 3を陽性として臨床病理学的因
子との関係を検討したところ，CEACAM6 の発現は Histological grade および臨床
Stage が低い症例群で有意に高かった．同様の結果は CEACAM8 でも認められた 
(表 7)．また，CEACAM6を 4段階の染色強度で評価した場合も 2段階評価での解
析と同様に Histological gradeと負の相関 (p = 0.0297)，Stageと負の相関 (p = 0.145) 
を示した．さらに，癌細胞における CEACAM8 の発現は ER および PgR とも有意
な正相関が認められ，CEACAM6 および CEACAM8 の発現においても互いに有意
な正相関を示した．両タンパク陽性の症例，両タンパク陰性の症例，およびどちら
かが陽性の症例の 3 群に分類して評価を行ったところ，両タンパク陽性の症例で
Histological gradeおよび臨床 Stageが有意に低かった (表 8)．また，生存期間分析
も行ったが，CEACAM6 および CEACAM8 の発現との間に有意な差は認められな
かった (図は示していない)． 
5. 2. 2. 作製した CEACAM8安定発現細胞株での CEACAM6および CEACAM8のタ
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ンパク発現とタンパク質間相互作用の可視化 
作製したクローンを用いてウエスタンブロッティングにてタンパク発現を検討
したところ，CEACAM8高発現 CEACAM6低発現の 8-1細胞 (8) と CEACAM8お
よび CEACAM6高発現の 8-2細胞 (6&8) が樹立されたため，CEACAM6単独陽性
細胞である CTL (6) と合わせて以下の実験に用いた (図 7A)．両タンパクの結合を
可視化するため，作製した安定発現株を用いて近接ライゲーションアッセイ法を行
ったところ，6細胞および 8細胞では両タンパクのタンパク質間相互作用は認めら
れなかったが，6&8細胞では，タンパク質間相互作用が確認できた (図 7B)． 
5. 2. 3. CEACAM6および CEACAM8のタンパク質間相互作用が増殖・浸潤・接着に
及ぼす影響 
リアルタイム細胞アナライザーにて安定発現細胞株を用いて増殖能および血管
内皮細胞に対する浸潤能を測定した．増殖能は 6&8 細胞では 6 細胞および 8 細胞
と比較して抑制されたが，8 細胞では他の細胞と比べて促進された (図 8A)．血管
内皮細胞に対する浸潤能は 6&8細胞では有意な差は得られなかったが，8細胞で 6
細胞と比較して促進された (図 8B)． 
次に，CytoSelect Tumor-Endothelium Adhesion Assayと免疫細胞化学による血管内
皮細胞への接着能の検討を行った．接着能のみを評価する方法を短時間とし，増殖
能・浸潤能を含めた評価を長時間とした．短時間の評価では 8細胞で 6細胞と比較
して有意な接着能の亢進が認められた (図 9A)．一方，長時間の評価では 6&8細胞
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では接着能は抑制されたが (図 9B)，8細胞では促進された (図 9B)． 
5. 2. 4. 遠隔転移症例における免疫組織化学 
乳癌の肺転移症例および骨転移症例を用いて CEACAM6および CEACAM8の免
疫組織化学を行った．CEACAM6は肺転移症例と比較して骨転移症例で有意に発
現が高かった (図 10上段，表 9)．一方，CEACAM8は骨転移症例と比較して肺転
移症例で発現が高かったが，統計学的な有意差は得られなかった (図 10下段，表
9)． 
 
5. 3. CEACAM6および HER2の相互作用の検討 
5. 3. 1. HER2陽性乳癌培養細胞における CEACAM6の発現およびトラスツズマブ感
受性 
まず，5種類の HER2陽性乳癌培養細胞株から RNAおよびタンパクを抽出し，
定量的リアルタイム PCR およびウエスタンブロッティングを行った．CEACAM6
の発現は BT-474，MDA-MB-361，HCC-1419 で高かった (図 11，12)．次に，これ
らの培養細胞を用いてトラスツズマブ感受性の検討を行った．その結果，BT-474，
SK-BR-3，MDA-MB-453，HCC-1419 ではトラスツズマブ感受性が高く，
MDA-MB-361では感受性が低かった (図 13)． 
 5. 3. 2. CEACAM6がトラスツズマブ感受性に及ぼす影響 
CEACAM6 高発現でかつトラスツズマブ感受性が高い BT-474 および HCC-1419
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にて 2種類の siRNAを用いて CEACAM6をノックダウンし，トラスツズマブ感受
性に及ぼす影響を検討した．BT-474では 72時間の siRNA導入により 72.4～62.4%，
6日間の導入により 81.8～76.7%の CEACAM6のタンパクレベルでのノックダウン
がそれぞれ確認された (図 14)．HCC-1419では 72時間の siRNA導入により 75.4～
74.0%，6 日間の導入により 84.7～71.1%の CEACAM6 のタンパクレベルでのノッ
クダウンがそれぞれ確認された (図 15)．これらの細胞を用いて，トラスツズマブ
感受性をWST-8アッセイおよび In vitro ADCCアッセイにて評価した．その結果，
BT-474とHCC-1419両方の細胞でWST-8 assayの結果で示されるHER2シグナルの
抑制および ADCC活性で CEACAM6ノックダウンによるトラスツズマブ感受性の
低下が認められた (図 16)． 
5. 3. 3. CEACAM6が HER2インターナリゼーションに及ぼす影響 
トラスツズマブを添加することで生じる HER2 タンパクのインターナリゼーシ
ョンを検討した．CEACAM6のノックダウンにより HER2タンパクの細胞膜領域の
割合が減少し，細胞内領域の割合が増加したことで，HER2タンパクのインターナ
リゼーションの促進が認められた (図 17)． 
5. 3. 4. HER2陽性乳癌における CEACAM6および HER2のタンパク質間相互作用の
検討 
トラスツズマブ高感受性の BT-474および HCC-1419だけではなく，低感受性の
MDA-MB-361でも CEACAM6が高発現していていた．この事よりトラスツズマブ
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感受性が CEACAM6 の発現量で規定されているわけではないという仮説の下，高
感受性細胞と低感受性細胞の相違点を検討するため，CEACAM6および HER2のタ
ンパク質間相互作用を検討した．解析には近接ライゲーションアッセイ法および免
疫沈降反応を用いた．近接ライゲーションアッセイ法では BT-474，HCC-1419でタ
ンパク質間相互作用を示すドットが検出されたが，MDA-MB-361 では検出されな
かった (図 18A)．さらにこのタンパク質間相互作用は siRNAにて CEACAM6をノ
ックダウンした細胞では検出されなかった (図 18A)．また，免疫沈降反応でも同
様の結果が認められた．BT-474およびMDA-MB-361では総タンパクではどちらも
CEACAM6 の発現が高かったが，HER2 で免疫沈降したタンパクでは BT-474 での
み CEACAM6の発現が認められ，BT-474でのみ CEACAM6および HER2のタンパ
ク質間相互作用が検出された (図 18B)． 
5. 3. 5.ヒト乳癌組織におけるタンパク質間相互作用の有無の検討 
HER2 陽性ヒト乳癌組織を用いて CEACAM6 の発現を検討した  (図 19)．
CEACAM6 の陽性率は 0，1 例 (2.8%)，1，8 例 (22.2%)，2，20 例 (55.6%)，3，7
例 (19.4%) であった．CEACAM6 の発現と近接ライゲーションアッセイ法による
CEACAM6 および HER2 のタンパク質間相互作用陽性細胞との関係を検討したと
ころ，両者の間に有意な関係は認められなかった (表 10)．次に，術前生検標本で
も近接ライゲーションアッセイ法による CEACAM6 および HER2 のタンパク質間
相互作用の検討を行った．治療効果判定は Grade 3 完全奏功，Grade 2b 極めて高
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度の効果，および Grade 2a 高度の効果を陽性とし，Grade 1b 中等度の効果および
Grade 1a 軽度の効果を陰性とした．タンパク質間相互作用と治療効果判定の結果
との関係を検討したところ，タンパク質間相互作用の陽性率が高い症例で有意にそ
の治療効果が高かった (表 11)． 
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6. 考察 
本研究では，初めて乳癌における CEACAM8の発現，CEACAM6および CEACAM8
両タンパクの発現と臨床病理学的因子との関係を明らかにする事が出来た．
CEACAM6 は Histological grade や臨床 Stage が低い症例で高発現が認められ，
CEACAM8においても同様の傾向が認められた．さらに，CEACAM6およびCEACAM8
単独陽性群と比較して共陽性群の方が Histological gradeや臨床 Stageの低い症例で認
められた．In vitroの検討で CEACAM6および CEACAM8が共発現する癌細胞では増
殖が抑制された為，両タンパクが共に発現している乳癌ではその悪性度が低下すると
私は考えた．一方，近接ライゲーションアッセイ法では CEACAM6および CEACAM8
高発現細胞で細胞膜と細胞質に両タンパクのヘテロダイマーが検出され，CEACAM6
および CEACAM8のヘテロダイマーの可視化を初めて示した．また，血管内皮細胞へ
の接着能の検討で短時間と長時間では接着能への影響に差異が認められた．これは長
時間の検討では両タンパク高発現細胞での比較的低い増殖能が影響を及ぼし，接着し
た癌細胞の面積が小さかった事によると考えられた．CEACAM6のノックダウン実験
でWST-8アッセイとスフェロイドアッセイとの結果の相違が認められた．CEACAM6
は好中球においては血管内皮細胞との接着能を亢進する作用があると報告されてい
るが 43)，乳癌においては細胞間接着の阻害に関与するという報告がある 15)．そのた
め，WST-8 アッセイとスフェロイドアッセイとの結果の相違においても CEACAM6
の細胞間接着能の阻害機能が一因ではないかと考えられた．また，本研究では
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CEACAM8の安定発現株を作製して機能解析に用いたが，一過性発現での実験も事前
に行っており，WST-8 assayでの増殖能，Wound healing assayでの遊走能，いずれにお
いても安定発現株と同様に CEACAM6陽性MCF-7では CEACAM8発現による増殖能
の抑制と遊走能の抑制が認められた（図には示していない）．この事から，安定発現
株作製時の Cloning biasは否定できると考えられる． 
さらに，CEACAM6は乳癌の骨転移症例で肺転移症例と比較して有意にその発現が
高かった．これまで CEACAMファミリーの発現動態と乳癌の転移との関係は明らか
にされていないが，同じ細胞接着分子である ALCAM (Activated leukocyte cell adhesion 
molecule) は乳癌皮膚転移巣で高発現する 44) と報告されており，E-selectinは全身性炎
症を誘導し，肺転移に関与する 45) と報告があり，乳癌の転移に関しては接着分子の
転移臓器における特異性が報告されている．そのため，乳癌の骨転移および肺転移に
関してはCEACAM6およびCEACAM8それぞれが関与している可能性が考えられた．
この原因として骨組織では CEACAM8 陽性細胞あるいは CEACAM6 と結合する他の
因子が存在するため，CEACAM6陽性癌細胞が選択的に多い可能性が考えられた (図
20)．しかし一方で，本研究で用いた症例は乳癌転移巣のみであり，原発巣での検索
は行っておらずそのタンパク発現は不明である．そのため，本研究で検討した
CECAM6 および CEACAM8 の転移臓器特異性を明らかにするためにはさらなる検討
が必要である．In vitroで増殖能・浸潤能・接着能を検討した結果では両タンパク高発
現細胞は血管内皮細胞への接着能は高いものの，その後に血管内皮細胞間の結合を崩
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壊させる浸潤能および増殖能は低かった．一方 CEACAM6単独陽性細胞では増殖能お
よび浸潤能双方が高かった．この事から，CEACAM6 および CEACAM8 がヘテロダ
イマーを形成することで，上記の CEACAM6単独での作用が抑制され，血管内皮細胞
への結合が阻害されるため，血行性転移は抑制されると示唆される． 
また本研究では，CEACAM6の発現とトラスツズマブの治療効果との関係について
も検討した．CEACAM6高発現の培養細胞を用いた検討では，BT-474およびHCC-1419
ではトラスツズマブによる細胞傷害活性が高く，MDA-MB-361 では低かった．さら
に CEACAM6 をノックダウンしたところ，BT-474 および HCC-1419 両細胞でトラス
ツズマブ感受性の低下が認められた．この変化は抗体依存性細胞傷害活性においても
同様に認められた．また，CEACAM6ノックダウンで HER2タンパクのインターナリ
ゼーションは増加し，CEACAM6が HER2のインターナリゼーションを抑制すること
が分かった．EGFRでは EGFRのインターナリゼーションおよびデグラデーションの
異常調節により EGFR阻害剤への獲得耐性に関与することが報告されている 46, 47)．同
様に HER2においてもHER2のインターナリゼーションが抗 HER2薬への耐性に関与
すると考えられている 48)．これらの報告を考慮すると，本研究結果から HER2 は
CEACAM6が存在しない状態では細胞内に取り込まれるため，CEACAM6をノックダ
ウンした BT-474 ではトラスツズマブ感受性が低下したと考えられた．以上より，
CEACAM6は HER2のインターナリゼーションに関与し，その結果トラスツズマブ感
受性に影響を与えることを本研究で初めて示す事が出来た． 
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さらに，本研究では CEACAM6および HER2のタンパク質間相互作用を近接ライゲ
ーションアッセイ法と免疫沈降反応の 2 種の異なる手法で証明を試みた．その結果，
CEACAM6高発現でトラスツズマブ高感受性のBT-474およびHCC-1419でのみHER2
と CEACAM6 のタンパク質間相互作用が検出された．したがって，この HER2 と
CEACAM6の相互作用がトラスツズマブ感受性に関与していることが示唆された．以
上のことから，CEACAM6と HER2が結合することで HER2を細胞膜に留め，トラス
ツズマブと結合することを可能にしているのではないかと考えた (図 21)．そして，
この結合はHER2シグナル経路による細胞傷害活性の抑制および抗体依存性細胞傷害
活性の双方で効果があった．Khoury らはマイクロアレイを用いた検討において
CEACAM6 の発現が低い乳癌細胞でトラスツズマブとの反応性が増加することを報
告しているが 49)，本研究によりトラスツズマブ感受性に関与するのは CEACAM6 の
発現量ではなく，HER2とのタンパク質間相互作用であることを私は初めて示す事が
出来た．膵癌では CEACAM6が癌細胞の増殖に関与し，治療標的となる可能性があげ
られている 10, 11) が，HER2陽性乳癌においては癌細胞の進行との関係は必ずしも十分
に検討されていない．したがって，本研究では CEACAM6の乳癌細胞における HER2
シグナルへの関与という新規の機能を示したと考えられる． 
HER2と接着分子の相互作用が癌細胞の生育に及ぼす影響を検討した結果は以前よ
り報告されており，MUC4 (Mucin-4) は HER2陽性乳癌において HER2タンパクをマ
スキングし，トラスツズマブとHER2の結合を阻害するという報告がある 50-52)．また，
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膵癌ではMUC4は癌の増殖および転移を促進すると報告されている 53, 54)．CD44は卵
巣癌においてヒアルロン酸刺激により HER2のチロシンキナーゼ活性に関与し，癌細
胞の増殖を促進すると報告されている 55)．本研究では，これら既存の報告とは異なり，
CEACAM6とHER2のタンパク質間相互作用がトラスツズマブ治療への感受性を増加
させることを示した．今後 HER2陽性乳癌患者の臨床検体でこれらタンパク質間相互
作用を評価することで事前にトラスツズマブの治療効果を予測する可能性が，今回の
私の研究成果から示唆された．また，CEACAM6と HER2の両タンパクが高発現して
いても，タンパク質間相互作用の有無とは相関が認められなかった事から，下記 2つ
の仮説を原因として考察した．①他の因子の介在が必要であること②他の因子が
CEACAM6あるいは HER2に結合することでタンパク構造を変化させ，CEACAM6と
HER2結合できなくなるという可能性である．本研究ではこれらの仮説の解明には至
っていないが，アミノ酸配列からタンパク質間相互作用を予測するツールを用いた解
析では両タンパクの直接的な結合の確立を示す値は低かった．一方で，過去の報告よ
り形成されたタンパク質間相互作用ネットワークから予測される相互作用の確立は
高い値を示した (データには示していない)．しかし，実際に CEACAM6 と HER2 の
相互作用の有無とトラスツズマブ感受性が関与することが明らかとなったため，トラ
スツズマブ感受性の評価にはCEACAM6とHER2の相互作用を解析すること自体が重
要であると考えられた． 
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現在，乳癌治療においてホルマリン固定パラフィン包埋切片を用いた ER，PgR，
HER2の免疫組織化学は患者の術前・術後の薬剤選択において必須の検索技法として
位置づけられている．これまでタンパク質間相互作用の検討は免疫沈降反応などの in 
vitroでの解析が主であり，日常臨床検査のための手技としては事実上不可能な検索法
であった．すなわちタンパク質間相互作用は生物学的には重要であるが，臨床応用困
難な領域と考えられてきた．そこで，本研究でタンパク質間相互作用の検出法として
用いたのが近接ライゲーションアッセイ法である．本手法は細胞に対してトランスフ
ェクションなどを行わずに近接した 2分子 (約 40nm) を評価でき，タンパク質間相互
作用をパラフィン切片上で可視化する唯一の方法である．また，その手技は免疫組織
化学と同様に特別なものを必要とせず，多施設で同様の品質で実施可能な方法である．
今回の研究では 10%ホルマリン固定パラフィン包埋切片を用いて HER2 および
CEACAM6 陽性の乳癌組織においてタンパク質間相互作用の解析が可能であること
を初めて示した．しかし，これらのタンパク質間相互作用は CEACAM6の発現と有意
な関係は認められなかった．この結果は乳癌培養細胞で検討した結果と同様であった．
また，本研究では HER2陽性乳癌組織を用いて HER2と CEACAM6のタンパク質間相
互作用と術前トラスツズマブ治療の治療効果に正の相関があることを示した．したが
って，CEACAM6および HER2のタンパク質間相互作用の有無を評価することで，乳
癌患者のトラスツズマブ奏功性を予測できる可能性が示唆された． 
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近年，HER2陽性乳癌の新たな治療薬として T-DM1 (トラスツズマブ－エムタンシ
ン) が開発された．T-DM1はトラスツズマブと細胞毒性作用を持つエムタンシンの複
合製剤である．それゆえ，トラスツズマブが持つ機能に加えて HER2に結合した後細
胞内に取り込まれることで細胞内にエムタンシンを送達し，インターナリゼーション
を利用して効果を発揮する薬剤である 56, 57)．T-DM1 の治療効果に関連する因子とし
ては Caveolin-1が報告されている．Caveolin-1は T-DM1が結合した後の HER2を細胞
内に取り込むため，T-DM1 が細胞内に送達され，治療効果を促進する 58)．一方で，
Caveolin-1は HER2を細胞内に取り込むことから，トラスツズマブによる抗体依存性
細胞傷害活性阻害の耐性機構に関連する因子としても報告されている 59)．本研究では
タンパク質間相互作用が存在することで HER2を細胞膜に留め，抗腫瘍効果を発揮す
るのではないかと考えた．したがって，CEACAM6/HER2タンパク質間相互作用陽性
細胞は陰性細胞と比較して T-DM1 の効果が低下すると考えられる．その為，
CEACAM6および HER2のタンパク質間相互作用解析は T-DM1 に対して治療効果へ
の重要な指標を提供すると考えられる．さらに，本研究で着目したタンパク質間相互
作用と薬剤効果の関係は他の疾患の診断や治療への応用も期待でき，新規検査法とし
ての展開が期待される． 
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7. 結論 
CEACAM6は CEACAM8と相互作用をすることで乳癌細胞の増殖を抑制し，癌の
悪性度を低下させることが示唆された．CEACAM6単独陽性細胞では増殖能および浸
潤能が高くなり，また骨転移にも関連を及ぼす可能性が示唆され，CEACAM8と相互
作用をすることでこれらの作用が抑制されると考えられる．一方で，乳癌培養細胞株
において CEACAM6は細胞膜で HER2と結合し，HER2のインターナリゼーションを
抑制することでトラスツズマブの奏功性に関与する可能性が示唆された．ヒト乳癌組
織においてもCEACAM6とHER2のタンパク質間相互作用はトラスツズマブの治療効
果と正の相関関係を示したため，このタンパク質間相互作用を評価することにより乳
癌患者のトラスツズマブ奏功性を治療前に予測できると考えられた．また，タンパク
質間相互作用の解析は通常の病理組織標本で実施できる技法であることから，新規検
査法としての展開が期待される． 
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図1. 好中球でのCEACAM6の機能の概略図と乳癌でのトラスツズマブの機能の概略図
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図2. MCF-7におけるCEACAM6のノックダウン効率
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図3. MCF-7におけるCEACAM6ノックダウンによる増殖能への影響
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図4. MCF-7におけるCEACAM6ノックダウンによる遊走能への影響
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図6. ヒト乳癌組織におけるCEACAM6およびCEACAM8の免疫組織化学
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図7. CEACAM8安定発現細胞株のタンパク発現およびタンパク質間相互作用の可視化
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図8. CEACAM6およびCEACAM8の発現が乳癌細胞に及ぼす影響
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図9. CEACAM6およびCEACAM8が血管内皮細胞への接着能に及ぼす影響
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図10. ヒト乳癌遠隔転移症例におけるCEACAM6およびCEACAM8の免疫組織化学
54
図11. HER2陽性乳癌培養細胞株のHER2タンパク発現およびmRNA発現
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図13. HER2陽性乳癌培養細胞株のトラスツズマブ感受性試験
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図14. BT-474におけるCEACAM6のノックダウン効率
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図15. HCC-1419におけるCEACAM6のノックダウン効率
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図16. CEACAM6ノックダウンが乳癌細胞の細胞傷害に及ぼす影響
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図17. CEACAM6のノックダウンがHER2のインターナリゼーションに及ぼす影響
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図18. 乳癌培養細胞におけるCEACAM6およびHER2のタンパク質間相互作用の検出
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図19. ヒト乳癌組織におけるCEACAM6およびHER2のタンパク質間相互作用の可視化
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図20. CEACAM6およびCEACAM8の相互作用が乳癌の遠隔転移に及ぼす影響の概要図
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CEACAM6 and HER2 interactions 
keep HER2 on the cell membrane. 
HER2 is internalized from the cell 
surface.
図21. CEACAM6およびHER2のタンパク質間相互作用によるHER2インターナリゼーション
からのエスケープの概略図
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図の説明 
図 1. 好中球での CEACAM6の機能の概略図と乳癌でのトラスツズマブの機能の
概略図 
A. 好中球における CEACAM6および CEACAM8のタンパク質間相互作用の概
略図．CEACAM6 および CEACAM8 が結合することによりインテグリン
CD11/CD18が活性化し，好中球と血管内皮細胞の接着を促進することで炎症に関
与する 25, 60)．B. トラスツズマブによる HER2 タンパク依存性増殖経路の阻害の
概略図．トラスツズマブが HER2と結合することで HER2シグナル伝達経路の抑
制および抗体依存性細胞傷害活性が誘導される 31-33, 61)． 
 
図 2. MCF-7における CEACAM6のノックダウン効率 
A. siRNA トランスフェクション後 24 時間での CEACAM6 のタンパク発現．
siCTLは Negative Control，si6-1は siRNA-CEACAM6-1，si6-2は siRNA-CEACAM6-2
をトランスフェクションした細胞である．コントロールには-actin を用いた．M
は分子量マーカーである．CEACAM6は約 80 kDa付近で，-actinは約 40 kDaで
バンドが検出された．B. siRNAトランスフェクション後 6日間での CEACAM6の
mRNA発現． 
 
図 3. MCF-7における CEACAM6ノックダウンによる増殖能への影響 
A. siRNAトランスフェクションによる増殖能への影響をWST-8アッセイにて
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解析した．24時間後を基準とし，それに対する増殖の割合を求めた．*p = 0.0082，
†p < 0.0001，‡p < 0.0001，§p < 0.0001．B. siRNAトランスフェクションによる増殖
能への影響をスフェロイドアッセイにて解析した．左は 72時間後に形成されたス
フェロイドであり (倍率: x 40)，右は個数を計測しグラフにしたものである．低接
着プレートに播種してから 24，48，72時間後に計測した．*p = 0.0187．スケール
バー: 200 μm． 
 
図 4. MCF-7における CEACAM6ノックダウンによる遊走能への影響 
A. siRNA トランスフェクションによる遊走能への影響を創傷治癒アッセイに
て解析した．左は実際の細胞の様子であり (倍率: x 40)，右は間隙を計測しグラフ
にしたものである．プレートに播種してから 20時間後に計測した．*p = 0.0101．
B. siRNAトランスフェクションによる遊走能への影響を Transwellアッセイにて
解析した．チャンバーに播種してから 24時間後の細胞数を測定した．スケールバ
ー: 400 μm． 
 
図 5. MCF-7における CEACAM6ノックダウンによる血管内皮細胞への接着能へ
の影響 
A. siRNA トランスフェクションによる接着能への影響を CytoSelect 
Tumor-Endothelium Adhesion Assayにて解析した．*p < 0.0075，†p = 0.0179． 
68 
 
図 6. ヒト乳癌組織における CEACAM6および CEACAM8の免疫組織化学 
ヒト乳癌組織における CEACAM6 および CEACAM8 のタンパク発現を免疫組
織化学にて解析した (倍率: x 200)．図は乳癌細胞における発現 (A) と好中球にお
ける発現 (B) である．右図は陽性像の拡大図である．スケールバー: 100 μm． 
 
図 7. CEACAM8 安定発現細胞株のタンパク発現およびタンパク質間相互作用の
可視化 
A. 作製した安定発現細胞株の CEACAM6 および CEACAM8 のタンパク発現．
CTL (6) は control pcDNA3.1-transfected MCF-7，8-1 (8) は CEACAM8-transfected 
MCF-7-1，8-2 (6&8) は CEACAM8-transfected MCF-7-2をトランスフェクションし
た細胞である．コントロールには-actin を用いた．M は分子量マーカーである．
CEACAM8は約 80 kDa付近でバンドが検出された．B. 作製した安定発現細胞株
におけるCEACAM6およびCEACAM8のタンパク質間相互作用の可視化 (倍率: x 
400)．スケールバー: 20 μm． 
 
図 8. CEACAM6および CEACAM8の発現が乳癌細胞に及ぼす影響 
A. リアルタイム細胞アナライザーを用いて CEACAM6および CEACAM8の発
現が増殖能に及ぼす影響を検討した．*p = 0.0175，†p = 0.0019．B. リアルタイム
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細胞アナライザーを用いて CEACAM6 および CEACAM8 の発現が血管内皮細胞
への浸潤能に及ぼす影響を検討した．*p = 0.0144． 
 
図 9. CEACAM6および CEACAM8が血管内皮細胞への接着能に及ぼす影響 
A. 血管内皮細胞への接着能への影響を CytoSelect Tumor-Endothelium Adhesion 
Assayにて解析した．*p = 0.0101．B. 右は乳癌細胞が血管内皮細胞同士の結合を
阻害してプレートに接着した図であり (倍率: x 200)，左は乳癌細胞の面積を計測
したグラフ．*p = 0.0002．スケールバー: 100 μm． 
 
図 10. ヒト乳癌遠隔転移症例におけるCEACAM6およびCEACAM8の免疫組織化
学 
乳癌の肺転移組織および骨転移組織を用いて CEACAM6 および CEACAM8 の
タンパク発現を免疫組織化学にて解析した (倍率: x 200)．全ての組織で内因性コ
ントロールとなる好中球の陽性像を確認した．スケールバー: 100 μm． 
 
図 11. HER2陽性乳癌培養細胞株の HER2タンパク発現および mRNA発現 
A. 5種類の HER2陽性乳癌培養細胞株の HER2タンパク発現．1は SK-BR-3，2
は BT-474，3はMDA-MB-361，4はMDA-MB-453，5は HCC-1419である．コン
トロールには-actinを用いた．Mは分子量マーカーを示している．HER2は約 220 
70 
kDa でバンドが検出された．B. 5 種類の HER2 陽性乳癌培養細胞株の ERBB2 の
mRNA発現． 
 
図 12. HER2陽性乳癌培養細胞株の CEACAM6タンパク発現および mRNA発現 
A. 5種類のHER2陽性乳癌培養細胞株のCEACAM6タンパク発現．1はSK-BR-3，
2は BT-474，3は MDA-MB-361，4は MDA-MB-453，5は HCC-1419である．コ
ントロールには-actinを用いた．Mは分子量マーカーを示している．B. 5種類の
HER2陽性乳癌培養細胞株の CEACAM6の mRNA発現．上段は 5種類の細胞のグ
ラフであり，下段は発現が高かった HCC-1419を除いて作成したグラフである． 
 
図 13. HER2陽性乳癌培養細胞株のトラスツズマブ感受性試験 
A. 5種類の HER2陽性乳癌培養細胞株を用いてトラスツズマブ添加 72時間後
でのトラスツズマブ感受性を検討した．* p < 0.0001，†p < 0.0001，‡p < 0.0001，§p 
< 0.0001，|| p = 0.0360，¶p = 0.0024，**p = 0.0350，††p = 0.0009，‡‡ p = 0.0151, § §p 
= 0.170, ||||p = 0.0100．B. 3種類の HER2陽性乳癌培養細胞株を用いてトラスツズマ
ブ添加 5日後でのトラスツズマブ感受性を検討した．* p < 0.0001，†p < 0.0001，‡p 
< 0.0001，§p < 0.0001，|| p = 0.0063． 
 
図 14. BT-474における CEACAM6のノックダウン効率 
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A. siRNA トランスフェクション後 72 時間での CEACAM6 のタンパクおよび
mRNA 発現．siCTL は Negative Control，si6-1 は siRNA-CEACAM6-1，si6-2 は
siRNA-CEACAM6-2 をトランスフェクションした細胞である．コントロールには
-actinを用いた．Mは分子量マーカーである．B. siRNAトランスフェクション後
6日間での CEACAM6のタンパク発現．コントロールには-actinを用いた． 
 
図 15. HCC-1419における CEACAM6のノックダウン効率 
A. siRNA トランスフェクション後 72 時間での CEACAM6 のタンパク発現．
siCTLは Negative Control，si6-1は siRNA-CEACAM6-1，si6-2は siRNA-CEACAM6-2
をトランスフェクションした細胞である．コントロールには-actin を用いた．M
は分子量マーカーである．B. siRNAトランスフェクション後 6日間でのCEACAM6
のタンパク発現． 
 
図 16. CEACAM6ノックダウンが乳癌細胞の細胞傷害に及ぼす影響 
CEACAM6をノックダウンし，HER2シグナルの抑制 (A) および抗体依存性細
胞傷害活性 (B) においてトラスツズマブ感受性に及ぼす影響を検討した．上段は
BT-474，下段はHCC-1419である．p値はA上段* p = 0.0021，†p = 0.0013，‡p = 0.0002，
§p < 0.0001，A下段* p = 0.0168，†p = 0.0004，‡p < 0.0001，B上段* p = 0.0016，†p 
< 0.0001，‡p = 0.0427，§p = 0.0005，B下段* p = 0.0009，†p = 0.0009，‡p = 0.0287． 
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図 17. CEACAM6のノックダウンが HER2のインターナリゼーションに及ぼす影
響 
CEACAM6をノックダウンし，HER2タンパクのインターナリゼーションに及
ぼす影響を検討した．左上段はコントロールであり，左下段はインターナリゼー
ションを生じさせた細胞である (倍率: x 400)．右はそれぞれの条件における
HER2 タンパクの細胞内領域と細胞膜領域を数値化してその割合を求めたグラフ
である．スケールバー: 10 μm． 
 
図 18. 乳癌培養細胞における CEACAM6およびHER2のタンパク質間相互作用の
検出 
A. CEACAM6 および HER2 の近接ライゲーションアッセイ法によるタンパク
質間相互作用の検出 (倍率: x 400)．左上段は BT-474，左下段はMDA-MB-361，右
上段は siRNAをトランスフェクションした BT-474，右下段は siRNAをトランス
フェクションした HCC-1419である．タンパク質間相互作用は Texas redで，核染
色は DAPI で行った．スケールバー: 25 μm．同様に免疫沈降反応 (B) でも
CEACAM6および HER2のタンパク質間相互作用を検出した．B. 1は BT-474タン
パクを HER2 で免疫沈降したタンパク，2 は BT-474 の総タンパク，3 は
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MDA-MB-361 タンパクを HER2 で免疫沈降したタンパク，4 は MDA-MB-361 の
総タンパクである． 
 
図 19. ヒト乳癌組織における CEACAM6およびHER2のタンパク質間相互作用の
可視化 
CEACAM6およびHER2の免疫組織化学および近接ライゲーションアッセイ法
によるタンパク質間相互作用の検出 (倍率: x 200)．タンパク質間相互作用は
NovaRedで，対比染色はヘマトキシリンで行った．スケールバー: 100 μm．  
 
図 20. CEACAM6および CEACAM8の相互作用が乳癌の遠隔転移に及ぼす影響の
概要図   
CEACAM6あるいは CEACAM8陽性の乳癌では，CEACAM8単独陽性の細胞で
は血管への接着能および浸潤能が増すため血行性転移の影響を強く受け，肺転移
が起こり易くなる．一方，CEACAM6単独陽性の細胞では血行性転移に加えてそ
の他の因子の影響も強く受け，骨転移し易くなる．CEACAM6および CEACAM8
が両方陽性の乳癌では癌の悪性度が低く，転移し難くなる． 
 
図 21. CEACAM6および HER2のタンパク質間相互作用による HER2インターナ
リゼーションからのエスケープの概略図 
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CEACAM6は HER2と細胞膜で結合することにより，HER2タンパクのインタ
ーナリゼーションを抑制するため，トラスツズマブと HER2が細胞膜上で反応す
ることができる．
表1. 本研究で用いた培養細胞
細胞名 メーカー
MCF-7 American Type Cell Culture (ATCC; VA, USA)
BT-474 ATCC
MDA-MB-361 ATCC
SK-BR-3 ATCC
MDA-MB-453 ATCC
HCC-1419 JCRB Cell Bank (Osaka, Japan)
HUEhT-1 JCRB Cell Bank
NK cell Biotherapy Institute of Japan (Tokyo, Japan)
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10. 表
プライマー名 配列
Ribosomal protein L 
13a (RPL13A)
Forward 5’-CCTGGAGAGAAGAGGAAAGAG-3’
Reverse 5’-TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA-3’
95°C 10秒→68°C 10秒→72°C 10秒
Carcinoembryonic 
antigen-related cell 
adhesion 6 
(CEACAM6)
Forward 5’-TCAATAGGACCACAGTCACGA-3’
Reverse 5’-CTGCCAGTCTTCCTCAAATATC-3’
95°C 10秒→63°C 10秒→72°C 10秒
Erb-b2 receptor 
tyrosine kinase 2 
(ERBB2)
Forward 5’-CTGCCTCCACTTCAACCACA-3’
Reverse 5’-TCCCACGTCCGTAGAAAGGT-3’
95°C 10秒→70°C 10秒→72°C 10秒
表2. 本研究で用いたプライマー
全て日本遺伝子研究所 (宮城) より購入した。
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Antigen Clone Species Description Reference Application Dilution
CEACAM6 Rabbit polyclonal Gene Tex (Irvine, CA, USA) WB 500
Rabbit polyclonal Aviva Systems Biology 
(San Diego, CA, USA)
IHC, PLA 300 
CEACAM8 G10F5 Mouse monoclonal Biolegend
(San Diego, CA, USA)
IHC, IF, PLA, 
WB
100
200
HER2 Rabbit polyclonal Dako
(Carpenteria, CA, USA)
Internalization assay,
WB
1000
3B5 Mouse monoclonal Abcam
(Cambridge, MA, USA)
IHC, 
IF, PLA, IP
5000
1000
β-actin AC-15 Mouse monoclonal Sigma-Aldrich 
(St. Louis, MO, USA )
WB 1000
表3. 本研究で用いた一次抗体
WB: Western blotting (ウエスタンブロッティング)，
IHC: Immunohistochemistry (免疫組織化学)，
PLA: Ploximity ligation assay (近接ライゲーションアッセイ)，
IP: immunoprecipitation (免疫沈降反応)
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siRNA名 メーカー 配列
CEACAM6-1 Sigma-Aldrich sense 5’-CCGGACAGUUCCAUGUAUATT-3’
anti-sense 5’-UAUACAUGGAACUGUCCGGTT-3’
CEACAM6-2 Sigma-Aldrich sense 5’-CUGACAUUAGCAGCAUCUUTT-3’
anti-sense 5’-AAGAUGCUGCUAAUGUCAGTT-3’
Silencer Select Negative 
Control siRNA#1
Ambion
(Austin, TX, USA)
非公開
表4. 本研究で用いたsiRNA
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N %
Age
Median 57
Range 31-81
Histological type
Apocrine 1 2.8
Papillotubular 13 36.1
Solid tubular 9 25
Scirrhous 13 36.1
H-Grade
1 1 2.8
2 16 44.4
3 19 52.8
ERa
Low 36 100
High 0 0
PgR
Low 36 100
High 0 0
HER2
Negative 0 0
Positive 36 100
表5. 『CEACAM6 およびHER2の相互作用の検討』に用いた乳癌症例の臨床病理学的特徴
-外科的切除検体
H-Grade: Histological grade
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N %
Age
Median 53
Range 32-83
Treatment effect
1a 3 7.9
1b 5 13.2
2a 5 13.2
2b 7 18.4
3 18 47.4
ERa
Low 25 65.8
High 12 31.6
not available 1 2.6
PgR
Low 29 76.3
High 8 21.1
Not available 1 2.6
HER2
Negative 0 0
Positive 38 100
CEACAM6
0 0 0
1 0 0
2 3 7.9
3 35 92.1
表6. 『CEACAM6 およびHER2の相互作用の検討』に用いた乳癌症例の臨床病理学的特徴
-術前生検検体
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CEACAM6 CEACAM8
+ - p value + - p value
H-Grade 1 36 6
p = 0.0045
25 17
p = 0.04902 25 18 23 20
3 13 11 7 17
Stage 1 47 13
p = 0.0121
37 23
p = 0.02822 19 11 12 18
3 8 11 6 13
Ki67 LI ≥10% 38 21
p = 0.3963
26 33
p = 0.1465
<10% 14 14 29 21
ER LI High 59 28
p = 0.9738
48 39
p = 0.0483
Low 15 7 7 15
PR LI High 51 24
p = 0.9708
43 32
p = 0.0321
Low 23 11 12 22
HER2 Positive 13 4
p = 0.3987
9 8
p = 0.8236
Negative 61 31 46 46
CEACAM8 Positive 44 11
p = 0.0058
Negative 30 24
表7. CEACAM6およびCEACAM8の発現と臨床病理学的因子との関係
H-Grade: Histological grade; LI: Labeling index
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CEACAM6+
and 8+
CEACAM6+
or 8+
CEACAM6-
and 8-
p value
H-Grade 1 23 15 4
p = 0.02512 16 16 11
3 5 10 9
Stage 1 31 22 7
p < 0.0012 7 17 6
3 6 2 11
Ki67 LI ≥10% 19 26 14
p = 0.1546
<10% 25 15 10
ER LI High 38 31 18
p = 0.3601
Low 6 10 6
PR LI High 34 26 15
p = 0.2825
Low 10 15 9
HER2 Positive 6 10 1
p = 0.0653Negative 38 31 23
表8. CEACAM6およびCEACAM8の発現と臨床病理学的因子との関係-2
H-Grade: Histological grade; LI: Labeling index 82
CEACAM6 CEACAM8
+ - p value + - p value
Lung 2 8
p = 0.0213
5 5
p = 0.1545
Bone 7 3 2 8
表9. 乳癌遠隔転移症例におけるCEACAM6およびCEACAM8の発現
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CEACAM6
0 1 2 3 p value
HER2 and CEACAM6
interaction
Negative 1 7 15 4
p = 0.4926
Positive 0 1 5 3
表10. ヒト乳癌組織におけるCEACAM6およびHER2のタンパク－タンパク結合と
CEACAM6の発現との関係
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Treatment effect
Negative Positive p value
HER2 and CEACAM6
interaction
Negative 6 7
p = 0.0212
Positive 3 22
表11. ヒト乳癌組織におけるCEACAM6およびHER2のタンパク－タンパク結合と
トラスツズマブ治療効果との関係
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薬科大学 病理学教室 助教) ，社会人大学院生として研究に臨むにあたり多くのご
支援をいただきました小野 克彦 氏，伊勢 和恵 氏 (現 東北医科薬科大学)，諸
橋 明子 氏をはじめ病理診断学分野の皆様に感謝いたします． 
平成 30年 9月 25日 
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